








ゲノム安定性維持に関与する RecQL5 ヘリカーゼの DNA 修復機構における機能の解析 





細胞において遺伝子破壊が容易に行えるニワトリ B リンパ球由来 DT40 細胞を用いて、“DNA
ヘリカーゼ RecQL5 の DNA クロスリンク修復における機能”を中心に、“複製フォーク複合




1. DNA ヘリカーゼRecQL5 の DNA クロスリンク修復における機能の解析 
【背景】RecQ ヘリカーゼファミリーは大腸菌 RecQ と高い相同性を持つヘリカーゼであり、




【結果・考察】我々は、RECQL5 遺伝子破壊細胞を作製し、種々の DNA 損傷剤を用いて DNA
修復経路における異常の有無を調べた。その結果、RECQL5 破壊株が DNA クロスリンク剤で
あるシスプラチン(CDDP)およびマイトマイシン C (MMC)に特異的に高感受性を示すことを




RECQL5/BRCA2 二重遺伝子破壊株は BRCA2 単独破壊株と同程度の CDDP 感受性を示した
ことから、RecQL5 は BRCA2 に依存した相同組換え経路において機能することが示唆された。
BRCA2は相同組換えに必須の中間体であるRad51フィラメントの形成に必要なタンパク質で
あり、細胞内での Rad51 フォーカスの形成にも必要とされる。RECQL5 破壊株において、
MMC 処理後に Rad51 フォーカスの滞留が観察された。さらに、RecQL5 と Rad51 の結合が
ICL修復の促進に重要であった。同様に、RecQL5のATPase活性もまた ICL修復に寄与する。
試験管内において RecQL5 が Rad51 フィラメントを除去する活性を持つこと、および Rad51
との結合活性およびATPase活性がこの生化学的活性に必要という報告と合わせると、RecQL5
は細胞内において Rad51 を DNA 上から除去し、不適切な組換え反応を抑制することを介して
ICL 修復を促進する可能性が示唆された。実際に、姉妹染色分体交換および免疫グロブリン遺
伝子座での組換え頻度を測定したところ、RECQL5 破壊株では CDDP 処理時の組換え頻度が
亢進していた。さらに、免疫グロブリン遺伝子座の特性を利用して、相同組換えの鋳型となる
偽 V 遺伝子の配列を解析したところ、RECQL5 破壊株ではCDDP 処理時の組換えの多様性も
また増加していた。これらの結果より、RecQL5 は DNA クロスリンク損傷に応答して機能し、
相同組換えの過程で組換えの頻度と正確性を適切に制御していると考えられる(Fig.1)。Rad51
フィラメントはクロマチンリモデリング因子である Rad54 の活性により相同鎖へ侵入するが、
侵入後の Rad51 フィラメントおよび不要となった Rad51 フィラメントは速やかに除去される










































フォークと Top1 のクロマチン上での衝突を防いでいる可能性が考えられる(Fig.2)。Tipin を欠
損した複製フォークはCPT 処理時に DSB 末端を高頻度で産生し、複製フォークの崩壊を招い
てそれ以上の進行が不可能になると考えられる。 
 
3. SNM ヌクレアーゼファミリーのエトポシド誘導性アポトーシスへの関与の検討 
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を明らかにする目的で、DNA 修復に関与する RecQL5 と DNA 複製に関与する Tipin につい
ての機能解析を行った。 
RecQ ヘリカーゼファミリーは大腸菌 RecQ と高い相同性を持つヘリカーゼである。ヒ
ト RecQL5 はがん抑制因子としての機能が示唆されているが、その細胞内における分子機
能は不明な点が残されていた。細野嘉史氏は、RECQL5 遺伝子破壊(KO)細胞が DNA クロ
スリンク剤であるシスプラチン(CDDP)およびマイトマイシン C (MMC)に特異的に高感受
性を示すことを発見した。DNA クロスリンク損傷は複数の DNA 修復経路が協調的に働い
て修復される。二重破壊株を用いた遺伝学的解析および損傷シグナル応答の解析により、
RecQL5 は BRCA2 に依存した相同組換え経路において機能することが示された。BRCA2
は相同組換えに必須の構造体である Rad51 フィラメントの形成に必要なタンパク質である。
RECQL5 KO 細胞を用いた解析により、RecQL5 が Rad51 を DNA 上から除去し、不適切な
組換え反応を抑制する結果を得た。また、姉妹染色分体交換および免疫グロブリン遺伝子
座での組換え頻度を測定し、RECQL5 KO 細胞では CDDP 処理時の組換え頻度が亢進し、
組換えの多様性も増加することを見出した。これらの結果より、RecQL5 は DNA クロスリ
ンク損傷に応答して機能し、相同組換え過程における組換えの頻度と正確性を適切に制御
することが示唆された。論文提出者は以上の内容を原著論文（Hoshono et. al., Biochimica et 
Biophysica Acta - Molecular Cell Research 2014 in press）として発表している。 
次に細野嘉史氏は、複製フォークの構成因子の一つである Tipin に着目し、複製フォー
クの障害回避機構に関して解析した。カンプトテシン(CPT)はトポイソメラーゼ I (Top1)の
阻害剤であり、Top1 の酵素活性を阻害するとともに Top1 をクロマチン上に滞留させ、複
製フォークとの衝突で DNA 二本鎖切断末端を産生することで細胞毒性を発揮する。TIPIN 
KO 細胞では CPT 存在下における複製フォークの進行距離の低下が観察された。CPT 感受
性および Top1 の分解は、複製フォークの進行を停止させる薬剤であるアフィディコリンの
前処理で部分的に抑制されたため、Tipin は複製フォークと Top1 のクロマチン上での衝突
を防いでいる可能性が示唆された。論文提出者は以上の内容を原著論文（Hoshono et. al., 
The Journal of Biological Chemistry 2014 in press ）として発表している。 
以上の成果は、RecQL5 と Tipin の新規機能を解明するとともに、DNA 修復の分子機構の
全体像を理解する上でも重要な視点を提供するものである。 
よって，本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
